抗菌 肽 sublancin 


与 黄 攻 多糖 对 小 鼠 免疫 调节 作用 的 比较 研究 
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农业 大 学 动物 科技 学 院 ， 生 物 饲料 添加 剂 北京 市 重点 实验 室 ， 北 京 100193; 2. 华 中 


学 动物 科技 学 院 ， 武 汉 430070) 


摘 要: 本 试验 由 在 比较 抗菌 肽 Sublancin 与 黄 工 多 糖 对 小 鼠 免 疫 功能 的 调节 作用 ,选用 4~6 


E BALB/c 小 鼠 60 只 ， 随 机 分 成 6 组 ， 每 组 10 只 。 各 组 小 鼠 先 连续 灌 胃 7 d、 


每 天 1 次 、 每 只 0.2 mL 的 下 列 物质 : 空白 对 照 组 ， 灌 骨 生理 盐水 ， 攻 毒 组 ， 灌 骨 生 理 盐 水 ; 


12.0 mg/kg BW RRS HEH, HEA 12.0 mg/kg BW 的 黄芪 多 糖 溶 液 ， 48.0 mg/kg BW RRS 


糖 组 , HEA 48.0 mg/kg BW WBE Z HAM, 1.0 mg/kg BW sublancin 组 , X5 1.0 mg/kg BW 


的 sublancin 溶液 ，2.0 mg/kg BW sublancin 组 ， 灌 胃 2.0 mg/kg BW 的 sublancin 溶液 。 除 空 


白 对 照 组 外 ， 其 余 $ 组 在 灌 骨 结束 24h 后 均 以 200 pL/ 只 的 剂量 灌 胃 浓度 为 1 X10? CFU/mL 


的 鼠 伤寒 沙门 氏 菌 进行 攻 毒 。 分 别 在 攻 毒 3 和 24h 后 从 每 组 随机 取 5 只 小 鼠 采集 外 周 血 、 


脾脏 以 及 盲肠 内 容 物 ， 检 测 


数量 以 及 肠 道 内 容 物 中 沙门 氏 菌 


ae. 


fa PAA ee, A TR Ea IE CD, CD8* 


数量 等 指标 。 结 果 表 明 : 沙门 氏 菌 攻 毒 3h 后 ， 与 攻 毒 组 相 


比 ，12.0 和 48.0 mg/kg BW 黄芪 多 糖 组 以 及 2.0 mg/kg BW sublancin 组 血清 中 白细胞 介 素 -6 


(IL-6) 


的 含量 


的 含量 均 显 著 降低 (P<0.05); 1.0 mg/kg BW sublancin 组 血清 中 白细胞 介 素 -10(IL-10) 


显著 提高 (P<0.05) ; 12.0 和 48.0 mg/kg BW 黄芪 多 糖 组 以 及 1.0 和 2.0 mg/kg BW 


sublancin 组 血清 中 肿瘤 坏死 因子 -wx (TNF-a) 的 含量 均 显 著 降 低 CP<0.05) ， 但 血清 中 白 细 


胞 介 素 - 


25 L-25) 的 含量 无 显著 变化 (P>0.05); 48.0 mg/kg BW 黄芪 多 糖 组 和 2.0 mg/kg BW 


sublancin 组 血清 中 单 核 细 胞 趋 化 蛋白 -1(MCP-1) 的 舍 量 均 显 著 降 低 (P<0.05); 48.0 mg/kg BW 
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黄芪 多 糖 组 以 及 1.0 和 2.0 mg/kg BW sublancin 组 脾 细胞 中 CD4VCD8+ 的 比值 均 显著 提高 


(P<0.05) ; 12.0 和 48.0 mg/kg BW 黄 区 多 糖 组 以 及 1.0 和 2.0 mg/kg BW sublancin 组 肠 道 


内 容 物 中 沙门 氏 菌 的 数量 均 没 有 产生 显著 变化 P. 


毒 24h 后 , 与 攻 毒 组 相 比 , 2.0 mg/kg BW sublancin 组 


05) ， 但 是 存在 降低 趋势 。 沙门氏菌 攻 


清 中 IL-6 的 舍 量 显著 降低 CP<0.05); 


48.0 mg/kg BW 黄芪 多 糖 组 和 2.0 mg/kg BW sublancin 组 血清 中 TNF-a 的 含量 显著 降低 


(P<0.05); 12.0 和 48.0 mg/kg BW 黄芪 多 糖 组 以 及 2.0 mg/kg BW sublancin 组 血清 中 MCP-1 


的 含量 显著 降低 (P<0.05) 。 此 外 ,沙门氏菌 攻 毒 24h 后 ， 与 空白 对 照 组 相 比 ，2.0 和 48.0 


mg/kg BW 黄芪 多 糖 组 以 及 1.0 和 2.0 mg/kg BW sublancin 组 血清 中 IL-10 的 含量 均 显著 提高 


f 


(P<0.05) 。 综 合 上 述 结 果 可 得 出 ， 适 宜 剂 量 的 抗菌 肽 sublancin 和 黄 攻 多 糖 对 小 鼠 免疫 功 


能 均 有 良好 的 调节 作用 ;与 黄芪 多 糖 相 比 ， 抗 菌 肽 s 


的 调节 更 加 全 面 。 


ublancin 对 感染 沙门 氏 菌 小 鼠 免 疫 功能 


关键 词 : 抗菌 肽 ; sublancin; BSH; vin; 免疫 功能 


HAAS: S816 文献 标识 码 : A 文章 编号 : 


抗菌 肽 (antimicrobial peptides, AMPs) 是 生物 进化 上 最 古老 的 抗 微生物 感染 多 肽 ， 是 


从 原核 生物 到 人 类 等 各 种 生物 先天 性 免疫 系统 的 重要 组 成 部 分 , 构成 宿主 防御 病原 微生物 入 


侵 的 第 1 道 屏障 623。 抗菌 肽 具有 广 谱 抗菌 活性 ， 因 其 不 易 产 生 耐 药性 而 成 为 抗生素 替代 品 研 


究 的 热点 BN。 近年 来 的 研究 表明 ， 抗 菌 肽 除了 其 有 直接 抑 菌 活性 外 ， 还 具有 调节 炎症 反应 、 


趋 化 免疫 细胞 、 促 进 细胞 分 化 、 激 活 先天 性 和 获得 性 


免疫 反应 等 多 种 免疫 调节 功能 ， 并 与 机 


体 抵 抗 病原 微生物 感染 以 及 免疫 疾病 密切 相关 P53。 有 研究 显示 ， 抗 菌 肽 可 以 提高 动物 对 抗 


原 特异 性 体液 免疫 和 细胞 免疫 的 应 答 水 平 ， 增 加 疫苗 免疫 效果 [53， 展 示 了 其 在 人 类 及 动物 


健康 、 疾 病 防 治 方面 的 广阔 应 用 前 景 。sublancin 和 是 美 


国 马里 兰 大 学 Hansen 研 究 团 队 从 枯草 芽 


孢 杆菌 发 酵 产 物 中 分 离 鉴定 到 一 种 抗菌 肽 , 是 由 37 个 氨基 酸 以 及 2 个 二 硫 键 组 成 的 阳离子 肽 ， 
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其 氨基 酸 序列 为 GLGKAQCAALWLQCASGGTIGCGGGAVACQNYRQEFCR, 分 子 质量 约 为 3 


875.74 ul 


。sublancin 的 性 质 极其 稳定 ， 可 耐 受 1.5~9.5 的 pH， 可 在 高 温 环 境 中 稳定 存在 ， 


能 够 抑制 革 兰 氏 阳性 菌 的 出 芽 生 长 和 繁殖 分 裂 (H。 本 实验 室 的 前 期 研究 表明 ， 免 疫 调 节 功 


k 


mui 


EE 是 sublancin 抵 抗 金黄 色 和 葡萄 球菌 、 耐 甲 氧 西林 金黄 色 葡 萄 球菌 、 魏 氏 梭 菌 感染 小 鼠 和 肉鸡 


的 重要 方面 ， 且 剂量 为 1.0 和 2.0 mg/kg 的 sublancin 在 小 鼠 试 验 中 均 有 显著 的 作用 效果 (9。 我 


国 农业 部 批 


目前 使 用 最 


多 糖 对 小 鼠 


准 使 用 的 免疫 调节 剂 有 黄芪 多 糖 、 羊 胎 稻 转移 因子 和 紫 锥 菊 3 种 ， 其 中 黄 区 多 糖 


为 广泛 9， 因此 ， 本 试验 以 黄 工 多 糖 为 对 照 物 ， 比 较 研 究 抗 菌 肽 sublancin 和 黄 氏 


下 


免疫 功能 的 调节 效果 , 为 抗菌 肽 sublancin 作 为 免疫 增强 剂 在 动物 生产 中 的 应 用 提 


供 理论 依据 。 


1 材料 与 方法 


Ll 试剂 及 试验 动物 


pa (i FE 


干燥 保存 于 安 


沙门 氏 菌 : 购 自 中 国 工业 微生物 菌 种 保藏 管理 中 心 ，CICC 编号 为 22956， 冷 冻 


谎 瓶 中 ,使 用 时 活化 2~3 代 恢 复活 力 , 在 无 菌 操 作 台 操作 , 用 生理 盐水 稀释 至 


浓度 为 1 X10? CFU/mL HRR. SEG HE: 为 北京 爱 迪 森 生物 科技 有 限 公 司 产品 ， 主 要 成 


分 为 黄芪 ， 


2.04 及 8.16 


其 规格 为 每 1 g 含 黄 区 多 糖 不 少 于 450 mg， 根 据 小 鼠 体 重 配制 成 每 2 mL 分 别 含 


mg 黄芪 多 糖 的 溶液 。 抗 菌 肽 sublancin: 由 国家 饲料 工程 技术 研究 中 心 提供 ， 纯 


度 为 99.6%， 根 据 小 鼠 体重 配制 成 每 2 mL 分 别 含 0.17 及 0.34 mg 抗菌 肽 sublancin 的 溶液 。 


无 水 乙醇 : 


二 胺 四 乙酸 


下 
由 


Ht (CD8*) 


国药 集团 化 学 试剂 有 限 公司 产品 ; SFR: 国药 集团 化 学 试剂 有 限 公司 产品 ; Z 


(EDTA) (pH 8.0) 抗原 修复 液 、 磷 酸 盐 缓冲 液 (PBS) 、3% 双 氧 水 、 牛 血清 白 


蛋白 (BSA) 、 苏 木 素 染 液 、 苏 木 素 分 化 液 、 苏 木 素 返 蓝 液 、 中 性 树胶 、 一 抗 CCD 、 一 


、 组 化 试剂 盒 二 所 基 联 葵 胺 (DAB ) 显 色 剂 : 北京 康佳 宏 原生 物 技 术 有 限 公 司 产 
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品 ; 二 抗 [ 辣 根 过 氧化 物 酶 (HRP 山羊 抗 免 ) ]: KPL 产品 ; 小 鼠 ProcartaPlex 试剂 盒 : Thermo 


Fisher 产品 。 


4~6 周 龄 SPF 级 雌性 BALB/c 小 鼠 购 自 北京 华 旱 康生 物 科技 股 份 有 限 公 司 。 本 试验 在 农业 


部 饲料 效 价 和 安全 评价 监督 检验 测试 中 心 (北京 》 鼠 营养 代谢 室 进行 。 采用 电脑 控制 鼠 房 温 


度 、 湿度 和 光照 ， 鼠 房 温度 为 18~22 ‘C， 相 对 湿度 为 35%~55%， 昼夜 光照 交替 时 间 为 12 h:12 


h。 小 鼠 自 由 采 食 和 饮水 。 


1.2 试验 设计 


将 60 只 4~6 周 龄 健康 雌性 BALB/c 小 鼠 随机 分 成 6 组 , 每 组 10 只 。 各 组 小 鼠 先 连续 灌 


juss 


胃 74d、 每 天 1 次 、 每 只 0.2 mL 的 下 列 物质 : 空白 对 照 组 ， 灌 上 骨 生 理 盐 水 ; NEA, HAR 


理 盐 水 ; 12.0 mg/kg BW 黄芪 多 糖 组 , HER 12.0 mg/kg BW 的 黄芪 多 糖 溶液 ; 48.0 mg/kg BW 


黄芪 多 糖 组 , HE 48.0 mg/kg BW 的 黄 区 多 糖 溶 液 ; 1.0 mg/kg BW sublancin ZH, ¥2 5 1.0 mg/kg 


BW 的 sublancin 溶液 ，2.0 mg/kg BW sublancin 2H, W 2.0 mg/kg BW 的 sublancin 溶液 。 


除 空白 对 照 组 外 ， 其 余 5 组 在 灌 骨 结束 24h 后 均 灌 骨 浓 度 为 1X 10° CFU/mL 的 鼠 伤寒 沙门 


氏 菌 进行 攻 毒 ， 每 只 200 nL。 分 别 在 攻 毒 3 和 24 h 后 从 每 组 随机 选取 5 只 小 鼠 进 行 样品 采 
集 。 


Ty 


1.3 ”样品 采集 


将 每 组 随机 选取 的 5 只 小 鼠 进 行 眼眶 采血 , 每 只 收集 200~300 pL 血样 至 1.5 mL 无 菌 离 


Tr 


心 管 中 ， 室 温 静 置 2h 后 ， 将 血样 在 4 条件 下 3 000 r/min 离心 10 min; 之 后 在 无 菌 条 作 


下 ， 用 移 液 枪 吸出 上 层 淡 黄 色 血 清 并 分 装 ， 贮 存 于 -80 'C 冰 箱 中 待 测 。 采 血 完成 后 ， 将 小 鼠 


脱 白 处 死 ， 无 菌 取 脾 脏 ， 制 备 切片 ， 无 菌 条 件 下 ， 取 部 分 盲肠 内 容 物 。 


1.4 检测 指标 
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首先 进行 磁 珠 混合 液 、 清 洗 缓 冲 液 、 质 控 品 和 标准 品 的 制备 以 及 血清 样本 的 稀释 。 然 后 


在 96 孔 世 片 相应 孔 中 分 别 


(1: 400) ， 


洗 蕊 片 3 次 ， 以 去 除 多 余 的 


(20~25 °C) 避 光 振 摇 1h, 


加 入 25 uL 空白 


再 向 每 孔 加 入 25 pL 磁 珠 混合 液 ， 封 膜 置 于 平板 摇 床 上 4 CCH GI BL. i 


清 中 未 结合 成 分 ， 然 后 每 孔 加 入 50 pL 检测 抗体 ， 室 温 


品 、 标 准 品 、 质 控 品 和 稀释 的 待 测 血清 样本 


再 次 清洗 后 ， 回 


每 孔 加 入 50 uL 链 霉 素 偶 联 的 藻 红 蛋白 (PE) 


交 光 染料 ， 室 温 避 光 振 摇 30 min。 最 后 ， 清 洗 蕊 片 3 次 ， 加 入 100 uL 鞘 液 ， 室 温 避 光 振 荡 


10 min 重 悬 磁 珠 。 采 用 Magpix 仪器 检测 


蛋白 -1 (MCP-1) 的 含量 。 


1.4.2” 脾 细胞 中 T 淋 巴 细胞 也 


清 中 白细胞 介 素 -6(IL-6)、 白 细胞 介 素 -10(IL-10)、 


白细胞 介 素 -25 〈IL-25) 、Y- 干 扰 素 CIFN-y) 、 肿 瘤 坏死 因子 -a(TNF-a) 及 单 核 细胞 趋 化 


[ 群 CD4+、CD81! 数 量 及 比例 


参考 王 庆 伟 (的 方法 制作 小 鼠 脾 脏 石 蜡 切 片 ， 采 用 免疫 组 化 方法 检测 脾 细胞 中 淋巴 细 


胞 亚 群 CD4+、CD8! 的 数量 及 比例 。 


1.43 ”上 肠 道 内 容 物 中 沙门 氏 菌 的 数量 


取 攻 毒 后 3 和 24 h 小 鼠 的 盲肠 内 容 物 各 0.1 g， 分 别 于 900 pL 生理 盐水 中 溶解 ， 并 分 别 稀 


(SS 琼脂 培养 基 ) ，37 ‘CC 培养 24 hp， 对 菌 


1.5 统计 方法 


用 SAS 9.4 中 的 一 般 线 性 


显著 者 ， 以 LSD 法 比较 平均 


示 ，P<0.05 表 示 差 异 显著 。 


直 间 的 差异 显著 性 


释 至 103、104 以 及 105 水 平 ， 选 取 100 uL 进 行 涂 板 ， 涂 板 选 用 沙门 氏 菌 - 志 贺 氏 苗 琼脂 培养 基 


落 进行 计数 。 


模型 (GLM) 程序 对 数据 进行 单 因 素 方差 分 析 ， 方 差分 析 差 异 


E 。 统 计 结 果 以 平均 值 和 均值 标准 误 CSEM) 表 
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2.1 抗菌 肽 sublancin 和 黄芪 多 糖 对 小 鼠 血 清 中 细胞 因子 含量 的 影响 
由 表 IAA, AYP Ree 3h 后， 与 空白 对 照 组 相 比 ， 攻 毒 组 血清 中 IL-6, IL-10, 


IFN-y、TNF-a 和 MCP-1 的 含量 显 


著 增 加 (P<0.05) 。 与 攻 毒 


组 相 比 ，12.0 和 48.0 mg/kg BW 


的 黄芪 多 糖 以 及 2.0 mg/kg BW 的 sublancin 显著 降低 了 血清 中 工 -6 和 IFN-y 的 含量 (P<0.05); 


12.0 和 48.0 mg/kg BW 的 黄芪 多 糖 显 著 降 低 了 血清 中 IL-10 


的 sublancin 则 显著 提高 了 血清 中 IL-10 的 含量 (P<0.05) ; 


清 


糖 以 及 1.0 和 2.0 mg/kg BW 的 sublancin 均 显 著 降 低 了 1 


时 12.0 mg/kg BW 的 黄 


m (P>0.05) 。 综 合 


免疫 功能 ， 但 以 1.0 mg/kg sublancin 的 效果 最 好 。 


i 2 HHA 1.0mg/kg BW 的 sublancin 未 对 血清 MCP-1 含 


述 指标 ， 抗 菌 肽 sublancin 和 黄 区 多 糖 均 能 调节 沙门 氏 菌 感染 小 鼠 


的 含量 (P<0.05)，1.0 mg/kg BW 


A 


12.0 和 48.0 mg/kg BW 的 黄芪 


中 TNF-a 的 含量 (P<0.05) , [Al 


N 


量 产 生 显 车 影 


F 


表 1 沙门 氏 菌 攻 毒 3 h 后 抗菌 肽 sublancin 和 黄芪 多 糖 对 小 鼠 血 清 中 细胞 因子 含量 的 影响 
Table 1 Effects of antimicrobial peptide sublancin and Astragalus polysaccharide on serum cytokine contents of 
mice challenged 3 h by Salmonella pg/mL 
黄 工 多 糖 组 
SHE sublancin 组 Sublancin 
攻 毒 组 Astragalus 
项 oups 
AH 组 Blank SAE P i 
Challenged polysaccharide groups SEM 
Items control P-value 
group 
group 12.0 mg/kg 48.0 mg/kg 1.0 mg/kg 2.0 mg/kg 
BW BW BW BW 
15.9584 47.172 33.1380 30.842° 40.316 34.186" 2.71 <0.000 1 


120 


121 


122 


123 


124 


125 


素 -6 IL-6 


白细胞 介 


6.1044 
素 -10 IL-10 


白细胞 介 


18.968 
素 -25 IL-25 


-干扰 素 
4.2164 
IFN-y 


肿瘤 坏死 


因子 -a 5.970% 


lr. 

Tos 
> 
Xr 
Ws 
==] 

eT 


趋 化 蛋白 -1 38.316° 


15.722° 


22.770 


7.1727 


11.850? 


58.914? 


11.622° 


20.142 


5.510° 


7.108° 


58.934? 


6.3524 


18.470 


4.764° 


4.246% 


40.864¢ 


24.264° 


21.568 


7.000° 


6.820? 


54.212 


15.884 


19.200 


5.740° 


3.762° 


41.050° 


1.11 


1.17 


0.17 


4.97 


<0.000 1 


0.106 9 


<0.000 1 


<0.000 1 


0.010 4 


由 表 2 可 知 ,经 沙门 氏 菌 攻 毒 24h 后 , 与 空白 对 照 组 相 比 ， 攻 毒 组 血清 中 IL-6. IL-10. 


IFN-y、TNF-a 和 MCP-1 的 含量 显著 增加 (P<0.05 ) 。 与 攻 毒 组 相 比 ,2.0 mg/kg BW 的 sublancin 


对 血清 中 除 IFN-y 外 


多 糖 显著 降低 了 血清 中 MCP-1 的 含量 (P<0.05) ， 对 


的 


sai 


胞 因子 的 含量 无 显著 影响 


(P>0.05) ; 48.0 mg/kg BW 的 黄 艾 多 糖 显 著 降低 了 血清 


显著 降低 了 血清 中 IL-6, IFN-y. TNF-o4ll MCP-1 的 含量 CP<0.05); 1.0 mg/kg BW 的 sublancin 


S 
V 

2 
加 
S 
oO 
3 

R, 
ra 
w 
= 
= 
= 
z 


血清 中 其 他 细胞 因 


IL-10, TNF-affl MCP-1 的 含量 


了 含量 


无 


E se m 
NTA 影响 


中 


126 (P<0.05) 。 综 合 上 述 指标 ， 抗 菌 肽 sublancin 对 感染 沙门 氏 菌 小 鼠 24h 后 的 免疫 i 


4 
Sak 
Ye 


127 AAR FIRS HR. 


128 表 2 沙门氏菌 攻 毒 24 h 后 抗菌 肽 sublancin 和 黄芪 多 糖 对 小 鼠 血 清 中 细胞 因子 含量 的 影响 
129 Table 2 Effects of antimicrobial peptide sublancin and Astragalus polysaccharide on serum cytokine contents of 
130 mice challenged 24 h by Salmonella pg/mL 
LEELLE 
KHE sublancin 组 Sublancin 
攻 毒 组 Astragalus 
项 oups 
AH Blank dade P ff 
Challenged polysaccharide groups SEM 
Items contol P-value 
goy 一 .mT 
group 12.0 mg/kg 48.0 mg/kg 1.0mg/kg 2.0 mg/kg 
BW BW BW BW 

白细胞 介 = 14.110° 36.1442 = 22.4967 28.110® 28.032 16.034%¢ 4.33 0.013 0 

素 -6IL-6 

白细胞 介 7.084° 23.432*% 20.264 17.634? 29.178° 24.704® 3:57 0.004 7 

素 -10IL-10 
白细胞 介 6.962 10.950 8.552 10.240 13.910 7.078 2.43 0.340 9 
素 -25 IL-25 
-干扰 素 1.624° 5.414" 4.7908 4.1548 2.314° 1.526° 0.51 <0.000 1 
IFN-y 


. abc a ab bc abc C 
肿瘤 坏死 6.676 8.958 8.068 4.938 5.736 3.526 1.07 0.015 7 


131 


132 


133 


134 


135 


136 


137 


138 


139 


140 


141 


iin 

Tas 
> 
Xt 
AN 
==] 


包 21.520° 37.938" 15.706° 24.256" 34.564 23.285% 3.99 0.006 5 


ANS 


2.2 ”抗菌 肽 sublancin 和 黄芪 多 糖 对 小 鼠 脾 


胞 中 T 淋 巴 细 胞 亚 群 CD4+、CD8! 数 量 及 比例 的 


影响 


由 表 3 和 表 4 可知, 与 空白 对 照 组 相 比 , 攻 毒 组 小 鼠 脾 细胞 中 CD41/CD8* 的 比值 在 沙门 


氏 菌 攻 毒 后 3 h 显著 降低 《P<0.05)〉 ， 脾 细胞 中 CD4! 的 数量 在 沙门 氏 菌 攻 毒 后 24 h 显著 降 


低 CP<0.05 )。 与 攻 毒 组 相 比 ,48.0 mg/kg BW 的 黄芪 多 糖 以 及 1.0 和 2.0 mg/kg BW 的 sublancin 


均 显 著 提 高 了 沙门 氏 菌 攻 毒 hh 后 小 鼠 脾 细胞 中 CD47/CD8! 的 比值 (P<0.05) ， 并 恢复 到 接 


EF 


N 


HY 
N 


对 照 组 的 水 平 。 


表 3 沙门氏菌 攻 毒 3 h 后 抗菌 肽 sublancin 和 黄芪 多 糖 对 小 鼠 脾 细胞 中 T 淋 巴 细 胞 亚 群 CD4+ 和 CD8! 数 量 及 比 


例 的 影响 


Table3 Effects of antimicrobial peptide sublancin and Astragalus polysaccharide on T lymphocyte subsets CD4* 


and CD8* numbers and CD4*/CD8* in splenocyte of mice challenged 3 h by Salmonella 


空白 对 照 黄芪 多 糖 组 
攻 毒 组 sublancin 组 Sublancin 
on 组 Blank Astragalus P fÈ 
Challenged groups SEM 
Items control polysaccharide groups P-value 
group 
group 


12 mg/kg 48 mg/kg 1.0 mg/kg 2.0 mg/kg 


142 


143 


144 


145 


146 


CD4*/% 


CD8*/% 


CD4*/CD8* 


表 4 


93.50 57.25 
43.50 47.50 
2.10* 1.18° 


BW BW BW BW 


72.70 80.60 88.75 67.20 11.72 
50.30 43.20 49.25 35.80 6.9 
1.50” 1.85* 1.83° 2.02* 2.27 


0.371 0 


0.438 0 


0.031 6 


沙门 氏 菌 攻 毒 24 h 后 抗菌 肽 sublancin 和 黄 区 多糖 对 小 鼠 脾 细胞 中 IT 淋巴 细 胞 亚 群 CD4* 和 CD8* 数 


量 及 比例 的 影响 


Table4 Effects of antimicrobial peptide sublancin and Astragalus polysaccharide on T lymphocyte subsets CD4* 


项 目 


Items 


CD4*/% 


CD8*/% 


CD4*/CD8* 


and CD8 numbers and CD4*/CD8*" in splenocyte of mice challenged 24 h by Salmonella 


空白 对 照 
攻 毒 组 
组 Blank 
Challenged 
control 
group 
group 


120.2? 75.25° 


58.30 48.50 


2.15 1.56 


BSS HH 
sublancin 组 Sublancin 
Astragalus 
groups 
polysaccharide groups SEM 


12 mg/kg 48mg/kg 1.0mg/kg 2.0 mg/kg 


BW 


67.88° 


41.25 


1.61 


BW BW BW 
61.83° 56.00° 71.20° 13.10 
43.33 33.88 35.50 6.90 
1.41 1.82 2.10 0.27 


2.3 抗菌 肽 sublancin 和 黄 黄 多糖 对 小 鼠 肠 道内 容 物 中 沙门 氏 菌 数量 的 影响 


Pi 


II 


P-value 


0.019 


0.125 


0.288 


147 


148 


149 


150 


151 


152 


153 


154 


155 


156 


157 


158 


159 


表 5 


白 对 照 组 相 


可 知 ， 沙 门 氏 菌 攻 毒 3h 后 ， 空 白 对 照 组 肠 道内 容 物 中 沙门 氏 菌 数量 为 0， 与 空 


比 ， 攻 毒 组 肠 道 内 容 物 中 沙门 氏 菌 的 数量 显著 增加 〈P<0.05) 。 与 攻 毒 组 相 比 ， 


各 剂量 的 sublancin 组 与 黄芪 多 糖 组 肠 道 内 容 物 中 沙门 氏 菌 的 数量 没有 显著 变化 CP>0.05) 


但 从 数值 上 


菌 数量 比 攻 


K5 


毒 组 低 。 


沙门 氏 戎 攻 毒 3 h 后 抗菌 肽 sublancin 和 黄 攻 多糖 对 小 鼠 肠 道内 容 物 中 沙门 氏 菌 数量 的 影响 


Table 5 Effects of antimicrobial peptide sublancin and Astragalus polysaccharide on Salmonella number in 


2 


看 2.0 mg/kg BW sublancin 组 与 48.0 mg/kg BW 黄芪 多 糖 组 肠 道内 容 物 中 沙门 氏 


intestinal contents of mice challenged 3 h by Salmonella X 10° CFU/g 
项 目 空白 对 照 LEELLE 
sublancin 组 Sublancin 
组 Blank 
Item 攻 毒 组 Astragalus 
groups A 
control P fë 
Challenged polysaccharide groups SEM 
group P-value 
gop —— 
12 mg/kg 48 mg/kg 1.0 mg/kg 2.0 mg/kg 
BW BW BW BW 
WIRE 0 
5:39 4.75 3.17 5.35 3.67 2.88 0.71 
Salmonella 
3 讨 É 


TNF-a) 的 表达 ， 并 降 


鼠 外 周 血 1 


清 中 细胞 因子 含量 ， 脾 细胞 中 CD4+、CD8+ 数 量 与 CD4VCD8+ 比 值 以 及 肠 道 内 


物 沙门 氏 菌 数量 等 各 项 指标 来 看 ， 本 试验 成 功 建立 了 沙门 氏 菌 感染 小 鼠 模型 。 


徐 歼 0 的 研究 表明 ， 小 鼠 感染 沙门 氏 菌 后 会 促进 外 周 血 中 促 炎 性 细胞 因子 〈 如 IL-6 


低 脾 细胞 中 CD47YCD8& 的 比值 ， 致 使 小 鼠 免 疫 能 力 下 降 。 从 检测 的 小 


容 


-00404v1 


81 


chinaXiv:201 


ChinaXiv 合 作 期 刊 


160 试验 研究 证 明 , 黄 攻 多 糖 对 机 体 特异 性 免疫 与 非特 异性 免疫 、 细 胞 免疫 与 体液 免疫 有 ) 
161 ” 泛 的 影响 。 作 为 生物 免疫 调节 剂 , 主要 通过 以 下 几 个 途径 作用 于 机 体 的 免疫 系统 : WO E 


ANS 


162 


胞 ; 促进 T 细胞 转化 ; 活化 细胞 毒性 T (To) 细胞 ; 诱 生 多 种 免疫 因子 ， 如 干扰 素 (IFN)、 


163 ”白细胞 介 素 -2 AL-2) 和 肿瘤 坏死 因子 CTNF ) 等 031。 林 爱 华 等 09 试 验证 明 ， 黄 苞 可 使 刀 豆 


164 ÆÉ A (ConA) 激发 的 T 淋巴 细胞 增殖 反应 明显 增强 , 有 明显 的 免疫 增强 作用 。 蒋 瑞雪 等 上 


ig 


165 。 试验 证 明 ， 黄 区 多 精 具 有 显著 的 免疫 增强 作用 ， 且 正常 情况 下 ，3.0 mg/kg KIRLITA 


166 ”显著 增强 小 鼠 机 体 的 先天 性 免疫 和 细胞 免疫 功能 ， 是 一 种 很 好 的 免疫 调节 剂 。 此 外 ， 李 树 义 


167 09 的 研究 表明 ， 黄 艾 多 糖 可 以 增强 小 鼠 机 体 先 天 性 免疫 、 细 胞 免疫 和 体液 免疫 功能 。 


168 研究 表明 黄芪 多 糖 可 以 促进 抑 炎 因子 分 泌 L3。 抗 菌 肽 B -防御 素 2 ( B -defensin 2) ~ 


169 ”hLF1-11 和 阳离子 合成 肽 IDR-1018 可 以 通过 激活 先天 性 免疫 系统 ， 启 动 获得 性 免疫 ， 如 诱导 


170 ” 树 突 状 细胞 、 巨 咽 细 胞 的 分 化 921。 抗 菌 肽 LL37 可 以 直接 充当 中 性 粒 细 胞 、 单 核 细 胞 、 肥 


171 ”大 细胞 和 T 辅 助 (Th) 细胞 的 趋 化 因子 或 刺激 宿主 细胞 中 性 粒 细胞 和 单 核 细胞 趋 化 因子 的 释 


172 ” 放 ， 使 它们 能 快速 察 集 在 炎症 反应 部 位 ， 发 挥 其 相应 的 功能 并 消除 炎症 。 抗 菌 肽 LL37 除 了 


173 ”共有 直接 的 趋 化 活性 外 , 还 能 通过 受 体 依赖 机 制 刺激 许多 先天 性 免疫 细胞 释放 趋 化 因子 和 细 


174 A in ACHE TA BEE Hoe FAP), PMT FTAA, EEN 


= 


量 的 sublancin 可 以 诱导 卵 白 蛋 白 


175 COVA) 免疫 小 鼠 产 生 Thl 和 Th2 细 胞 混合 型 免疫 反应 ， 增 强 体液 免疫 和 细胞 免疫 功能 。 本 


176 ”试验 结果 表明 ， 在 小 鼠 感 染 沙门 氏 菌 3 h 后 ， 与 空白 对 照 组 相 比 ， 抗 菌 肽 sublancin 和 黄 莽 多 


177 ，” 糖 可 不 同 程度 地 提高 血清 中 IL-10、IFN-y 和 MCP-1 的 含量 。IL-10 是 一 种 重要 的 抗 炎 性 细胞 因 


178 “ 子 ， 可 抑制 树 突 状 细胞 的 成 熟 及 产生 IL-12， 有 助 于 树 突 状 细胞 诱导 Th2 细 胞 的 免疫 反应 ， 


179 IFN-y 则 可 通过 上 调转 录 因 子 T-bet 促 进 Th1 细 胞 免疫 反应 ，MCP-1 是 机 体 最 重要 的 免疫 细胞 


180 ” 趋 化 因子 ， 上述 结果 说 明 , 在 急性 感染 期 ， 抗 菌 肽 sublancin 和 黄芪 多 糖 均 对 增加 不 -10 的 表达 


chinaXiv:201812.00404v1 


181 


182 


183 


184 


185 


186 


187 


188 


189 


190 


191 


192 


193 


194 


195 


196 


197 


198 


199 


200 


201 


202 


存在 有 利 作 用 ， 抗 菌 肽 sublancin 则 在 促 j 


黄 区 多 糖 更 加 全 面 的 作用 。 


先天 免疫 系统 的 过 量 激活 和 放大 会 对 宿主 造成 损害 , 而 抗菌 


症 反应 ， 如 抑制 细菌 产物 (如 脂 多 糖 、 脂 壁 酸 ) 


Thl #Th22 


性 细胞 因子 (hn IL-6. TNF-a ) 基因 的 转录 ， 


避免 细菌 产物 〈 如 脂 多 糖 、 


He Za ULE AY AEP, 


实验 室 前 期 研究 表明 ， 抗 菌 肽 Microcin J25 显著 降低 了 断奶 仔猪 血清 


量 ， 从 而 增强 了 断奶 仔猪 的 先天 性 免疫 功能 P5。 


后 ， 黄 芪 多 糖 和 抗菌 肽 sublancin 显著 降低 了 血清 


黄芪 多 糖 可 以 在 促进 抑 炎 因子 分 


> 沙 的 同时 抑制 促 炎 因 


本 试验 研究 表明 ， 在 小 鼠 


1IL-6、TNEF-a 的 含 


ChinaXiv 合 作 期 刊 


胞 免疫 反应 以 及 免疫 趋 化 方面 具有 比 


肽 则 可 以 抑制 体内 过 量 的 炎 


诱导 产生 对 宿主 有 害 的 细胞 因子 ， 抑 制 促 炎 


脂 壁 酸 ) 引起 内 


子 的 分 小 09。 本 


中 IL-6、TNE-a 等 的 含 


感染 沙门 氏 菌 3h 


量 ; 在 小 鼠 感 染 沙门 


氏 菌 24h 后 ， 抗 菌 肽 sublancin 显著 降低 了 血清 中 IL-6. TNF-a Ge, H 


N 


降低 血清 中 TNF-Q 的 含量 ， 同 时 黄 工 多 糖 和 抗菌 


IFN-y 和 MCP-1 的 含量 ， 说 明 抗 菌 肽 sublancin 和 黄芪 多 糖 都 能 抑制 小 鼠 急 


Hk sublancin 比 黄芪 多 糖 的 作用 更 全 面 。 


细胞 因子 基因 的 转录 ; 感染 24h 后 抗菌 肽 sublancin 和 黄芪 多 糖 则 全 面 抑制 炎症 反应 ， 抗 菌 


Æj IK sublancin 还 不 同 程度 地 降低 了 血清 


氏 多 糖 则 仅 能 显 


急性 感染 期 促 炎 性 


T 淋巴 细胞 担负 着 细胞 免疫 功能 , 其 


! 包 括 Th 细胞 的 辅助 功能 和 Te 2 


胞 的 细胞 毒 作用 P9。 
MHC II 类 分 子 相 关 的 抗原 ， 


WAS MHC I 类 分 子 相关 抗原 aoB 受 体 的 


T 淋巴 细胞 利用 obB 受 体 识别 与 主要 组 织 相 


胞 直接 杀伤 靶 细 


容 性 复合 体 


(MHC) I 类 或 


T? 


IHEMI F T 2 


表明 , 紫 锥 菊 多 糖 可 显著 提高 


ot 


胞 的 激活 及 工 细 胞 在 对 抗原 进行 应 答 过 程 


沙门 氏 菌 感染 


zE 
bz 
p 


机 体 免疫 能 力 。 张 商 琪 等 9 试验 表明 ， 


比值 , 从 而 提 


高 小 鼠 机 体 的 免疫 机 能 。 在 本 试验 中 , 小 鼠 


黄芪 多 糖 可 提高 


起 关键 性 的 作用 。 徐 坎 


小 鼠 外 周 血 血 清 


识别 与 MHC 了 [类 分 子 相 关 抗 原 aB 受 体 的 TT 细胞 表达 CD4+， 而 


胞 表达 CD82, CD4*#l CD8*-4 MHC 之 间 的 


[05] 研 


小 鼠 脾 细胞 中 CD47CD8&: 的 比值 ， 从 而 增强 小 


中 CD4*/CD8* Hy 


少 门 氏 菌 3 h 后 , 48.0 mg/kg BW 


203 


204 


205 


206 


207 


208 


209 


210 


211 


212 


213 


214 


215 


216 


217 


218 


219 


220 


221 


的 黄芪 多 糖 以 及 1.0 和 2.0 mg/kg BW 的 sublancin 4) Hey T PAA CD4*/CD8* HILL, 


UL AAS & BEAD HK sublancin 均 能 提高 小 鼠 急 性 感染 期 脾 细 胞 的 免疫 功能 。 


在 小 鼠 感 染 沙门 氏 菌 3 h 后 ， 通 过 对 其 肠 道 内 容 物 沙门 氏 菌 数量 进行 检测 ， 发 现 各 组 之 


间 不 存在 显著 差异 ， 但 是 根据 数值 上 可 以 看 出 ，sublancin 和 黄 芭 多 糖 具有 降低 肠 道 内 容 物 


中 沙门 氏 菌 数量 的 趋势 。 


QD 通过 对 比 空白 对 照 组 和 攻 毒 组 相关 指标 可 知 , 本 试验 成 功 构 建 了 沙门 氏 菌 感染 小 鼠 


模型 。 


D 适宜 剂量 的 sublancin 和 黄芪 多 糖 可 抑制 沙门 氏 菌 感染 小 鼠 促 炎 性 因子 的 产生 ， 促 进 


抑 炎 因子 IL-10 的 产生 ， 增 强 小 鼠 先 天 性 免疫 功能 ， 还 可 提高 脾 细 胞 中 CD47VCD8: 的 值 ， 增 


强 小 鼠 的 细胞 免疫 功能 。 


@ 与 黄芪 多 糖 相 比 ， 抗 菌 肽 sublancin 对 感染 沙门 氏 菌 小 鼠 免疫 功能 的 调节 更 加 全 面 。 
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Comparative Study on Immunomodulatory Effect of Antimicrobial Peptide Sublancin and 


Astragalus Polysaccharide of Mice 


YANG Tianren! WANG Shuai? HUANG Shuol SHANG Lijun! YU Haitao! ZENG 


Xiangfang! QIAO Shiyan!” 


(1. Beijing Key Laboratory of Biological Feed Additive, China Agricultural University, Beijing 
100193, China; 2. College of Animal Sciences & Technology, Huazhong Agricultural University, 


Wuhan 430070, China) 


Abstract: This experiment was conducted to compare the regulating effect of antimicrobial 
peptide sublancin and Astragalus polysaccharide on immune function of mice. Sixty female 
BALB/c mice at the age of 4 to 6 weeks were randomly assigned into 6 groups with 10 mice per 
group. Mice in blank control group received saline by intragastric administration, mice in 
challenged group received saline by intragastric administration, mice in 12.0 and 48.0 mg/kg BW 
Astragalus polysaccharide groups received 12.0 and 48.0 mg/kg BW Astragalus polysaccharide 


solution by intragastric administration, respectively, and mice in 1.0 and 2.0 mg/kg BW sublancin 


*Corresponding author, professor, E-mail: qiaoshy@mafic.ac.cn (责任 编辑 ” 营 景 颖 ) 
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groups received 1.0 and 2.0 mg/kg BW sublancin solution by intragastric administration, 
respectively. All the mice were administrated orally daily for 7 days, and the dose of each mouse 
was 0.2 mL. Except blank control group, mice in other 5 groups were challenged with Salmonella 
typhimurium (1 X 10° CFU/mL, 200 uL per mouse) on day 8 (24 h after intragastric 
administration). Five mice from each group were randomly selected 3 and 24 h after challenge and 
the peripheral blood, spleen and caecum contents were sampled to measure the serum cytokine 
contents, T lymphocyte subsets CD4* and CD8* numbers in splenocyte and Salmonella number in 
intestinal contents, and so on. The results showed as follows: challenged 3 h by Salmonella, 
compared with the challenged group, the serum interleukin-6 (IL-6) content in 12.0 and 48.0 
mg/kg BW Astragalus polysaccharide groups and 2.0 mg/kg BW sublancin group was 
significantly reduced (P<0.05); the serum interleukin-10 (IL-10) content in 1.0 mg/kg BW 
Sublancin group was significantly increased (P<0.05); the serum tumor necrosis factor-a (TNF-a) 
content in 12.0 and 48.0 mg/kg BW Astragalus polysaccharide groups, 1.0 and 2.0 mg/kg BW 
sublancin groups was significantly reduced (P<0.05), but the serum interleukin-25 (IL-25) content 
was not significantly different (P>0.05); the serum monocyte chemoattractant protein-1 (MCP-1) 
content in 48.0 mg/kg BW Astragalus polysaccharide group and 2.0 mg/kg BW sublancin group 
was significantly reduced (P<0.05); The ratio of CD4*/CD8* in splenocyte in 48.0 mg/kg BW 
Astragalus polysaccharide group, 1.0 and 2.0 mg/kg BW sublancin groups was significantly 
increased (P<0.05); the Salmonella number in intestinal contents in 12.0 and 48.0 mg/kg BW 
Astragalus polysaccharide groups, 1.0 and 2.0 mg/kg BW sublancin groups had no significant 
changes (P>0.05), but had reducing trend. Challenged 24 h by Salmonella, compared with the 
challenged group, the serum IL-6 content in 2.0 mg/kg BW sublancin group was significantly 


reduced (P<0.05); the serum TNF-a content in 48.0 mg/kg BW Astragalus polysaccharide group 
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and 2.0 mg/kg BW sublancin group was significantly reduced (P<0.05); the serum MCP-1 content 
in 12.0 and 48.0 mg/kg BW Astragalus polysaccharide groups, 2.0 mg/kg BW sublancin group 
was significantly reduced (P<0.05). Moreover, the serum IL-10 content in 12.0 and 48.0 mg/kg 
BW Astragalus polysaccharide groups, 1.0 and 2.0 mg/kg BW sublancin groups was significantly 
increased challenged 24 h by Salmonella compared with blank control group (P<0.05). These 
results indicate that antimicrobial peptide sublancin and Astragalus polysaccharide have 
regulating effect on immune function for mice, and the immunomodulatory effect of 


antimicrobial peptide sublancin is more comprehensive than that of Astragalus polysaccharide. 


Key words: antimicrobial peptide; sublancin; Astragalus polysaccharide; mice; immune function 


